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摘要 : 热 滞 效应 (Therm Hysteresis Action) 最 早 在 昆虫 研究 中 发 现 ， 后 来 研究 表明 ， 它 是 抗 冻 蛋 
H (Antifreeze Proteins, AFPs) 的 一 种 基本 性 质 。 和 鱼 类 ， 植 物 AFPs 相 比 ， 昆 虫 AFPs 具有 更 高 
的 热 灌 活性 和 独特 的 化 学 结构 特征 。 昆 虫 AFPs 在 昆虫 抗 冻 生理 过 程 中 起 着 相当 重要 的 作用 ， 表 
现在 以 下 三 个 方面 : 由 抑制 一 些 冰晶 形成 ; 四 提高 冰冻 耐 受 性 ; 名 可 能 参与 水 分 平衡 过 程 。 光 周 
期 ， 气 温和 湿度 是 调控 AFPs 生物 合成 与 降解 的 三 种 外 部 因子 ， 而 体内 激素 的 变化 可 能 是 直接 调 
节 脂 肪 体 合 成 AFPs 的 内 部 因子 。 
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在 包 类 、 昆 虫 及 植物 中 均 发 现 有 抗 冻 和 蛋 日 (antifreeze proteins, AFPs) 存在 ， 鱼 类 AFP 
包括 含 糖 基 的 AFPs (antifreeze glycoproteins, AFGPs) 和 不 含 糖 基 的 AFP I-IV, RRA AY AY oF 
究 结 果 看 来 ， 其 抗 冻 活性 没有 昆虫 的 高 。 对 于 AFPs 的 研究 可 以 追溯 到 本 世纪 60 年 代 ，Ram- 
Say (1964) 在 黄粉 甲 Tenebrio molitor 幼虫 中 发 现 一 种 导致 冰点 低 于 熔点 的 物质 !!1， Grim- 
stone (1968) 证 明 这 种 物质 是 和 蛋白质“ 站。 由 它 导 致 的 熔点 与 冰点 之 差 称 为 热 灌 温 度 或 热泪 活 
性 (therm hysteresis activity, THA), X F E A MI AP A A i EA (therm hysteresis pro- 
teins，THPs)。 在 鱼 类 和 一 些 植物 研究 中 习惯 地 称 其 为 抗 冻 重 日 ，AFPs， 本 文 也 沿用 这 一 名 
词 。Duman (1977a) 第 一 次 鉴定 了 一 种 拟 步 町 虫 Meracantha contracta WEZEN THA 为 
3~4C; 而 夏季 检测 不 到 THA。 用 蛋白 酶 处 理 冬 季 血 淋巴 后 THA 消失 9334， 说 明 这 是 一 种 蛋 
白质 的 作用 。 上 自 此 Duman 实验 室 开 始 比 较 系 统 地 研究 昆虫 抗 江 和 蛋 日 。 下 面 拟 就 昆虫 AFPs 的 
化 学 结构 ， 生 物 学 活性 ， 在 昆虫 体内 的 生理 功能 和 它 产 生 的 调节 机 制作 一 些 介 绍 。 


1 化 学 结构 


昆虫 抗 冻 蛋白 (AFPs) 的 分 子 量 为 14 一 20 kD， 无 糖 基 ， 与 鱼 类 工 型 AFPs Hi, SAR 
多 的 亲 水 性 氨基 酸 (例如 Thr，Ser，Asx，Glx，Lys，Arg)， 有 40% 一 59% 的 氨基 酸 残 基 能 
ERAR, HEPKE Oncopeltus AFPs & Ser 达 30%; 有 些 昆虫 AFPs 类 似 于 鱼 类 了 生 型 AFPs, 
含有 一 定数 量 的 半 胱 氨 酸 。 一 种 甲虫 Dendroides canadensis AFPs Hi 组 分 含有 较 多 的 半 胱 氮 
PR (15.9%)， 几 乎 有 1/2 的 半 胱 氨 酸 残 基 涉及 到 二 硫 键 的 生成 ， 用 DTT 处 理 ， 降 低 了 这 些 
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二 硫 键 ， 或 使 游离 琉 基 烷 基 化 ，AFPs MEZ RE. T. molitor 幼虫 既 有 含 半 胱 氨 酸 的 
AFPs (T3) 又 有 无 半 胱 氨 酸 的 AFPs (T4)。 云 杉 卷 叶 蛾 Choristoneura fumiferana AFPs 与 
鱼 类 (GSS ARLE XM fA Hemitripterus americanue) 工 型 AFPs 有 免疫 交叉 反应 14]， 说 明 这 些 
鱼 类 和 昆虫 的 AFPs 有 共同 的 抗原 决定 族 。 


2 | AFPs 的 生物 学 活性 


冬季 某 些 昆虫 血 淋 巴 的 THA 为 3 一 6C ， 最 高 达到 8 一 10C， 明 显 高 于 包 血 清 AFPs 的 
THA (1~2C); 虽然 昆虫 血 淋 巴 中 的 THA 较 高 ， 但 纯化 后 的 AFPs THA 明显 降低 。 纯 化 的 
AFPs 即使 在 较 高 浓度 下 ， 仍 低 于 血 淋 巴 的 THA。 昆 虫 AFPs 在 较 低 浓度 时 ， 加 入 抗体 后 就 可 
显示 出 较 高 的 THA。 在 3 mg/mL 纯化 的 D. canadensis AFPs 水 溶液 中 加 入 0.5% (V/V) 
的 抗 血 清 ， 其 AFPs 的 活性 可 以 增加 3 倍 。 甚 至 在 不 能 检 出 THA 的 低 浓 度 AFPs 中 加 入 适量 
抗体 ， 也 能 使 THA 升 至 1.5~2.SY 。 这 可 以 用 AFPs 吸附 抑制 作用 机 制 解释 : AFPs 约 为 15 
kD， 而 IgG 约 为 130 kD, AFLI AFPs-IgG 复合 物 比 单一 的 AFPs 可 以 有 更 大 的 表面 去 吸附 
冰晶 从 而 有 效 地 阻 断 冰晶 生长 。 

这 个 现象 也 暗示 着 昆虫 血 淋 巴 中 可 能 存在 着 另外 一 些 可 以 与 AFPs 结合 的 蛋 日 质 ， 从 而 
大 幅度 提高 它 的 生物 活性 。 这 类 和 蛋白 质 可 以 称 为 AFPs 活化 和 蛋 日 ， 目 前 已 经 在 DD. canadensis 
中 发 现 这 种 蛋白质 。Wu 和 Duman (1991) 发 现 用 4 mg/mL 的 D. canadensis AFPs, THA 
为 1.6 记 ， 当 加 入 一 种 从 血 淋 巴 中 分 离 出 的 、 本 身 无 THA 的 70 kD 的 蛋白 质 后， 使 AFPs 的 
活性 增加 至 5.24C， 但 加 入 一 般 蛋 白质 无 此 效果 :四 。 所 以 目前 认为 70 kD 就 是 内 源 的 AFPs 
活化 重 日 。 

此 外 ， 还 发 现 AFPs 活化 蛋 日 是 一 种 有 冰 核 剂 活性 (ice-nucleator activity) 的 蛋白 质 ， 当 
温度 降低 时 ， 它 能 够 首先 诱发 细胞 周围 结 冰 ， 从 而 避免 细胞 内 结 冰 造 成 致死 性 伤害 。 冰 核 剂 
也 是 一 种 抗 冻 保护 物质 。 其 它 昆虫 冰 核 剂 蛋 白 和 脂 蛋 白 冰 核 剂 也 有 类 似 激 活 AFPs 的 作用 ， 
而 且 还 发 现 低 浓度 的 明胶 和 琼脂 也 具有 活化 剂 的 作用 六 1。 


3 AFPs 的 功能 


越冬 昆虫 有 两 大 类 ， 一 是 体内 不 结 冰 的 ， 二 是 只 限于 细胞 外 结 六 的 ， 前 者 称 为 免 冻 性 昆 
tH (freeze-avoidance insects)， 后 者 则 称 为 耐 冻 性 昆虫 (freeze-tolerance insects), X A% E E 
的 抗 冻 机 制 均 涉 及 AFPs。 另 外 ， 一 些 作者 认为 AFPs 也 参与 了 昆虫 水 分 平衡 的 调节 。 
3.1 AFPs 在 免 冻 性 昆虫 中 的 作用 

实验 表明 D. canadensis 幼虫 血 淋 巴 中 AFPs 能 降低 冰点 5 一 6 人 1， 也 许 D. canadensis 
体内 AFPs 导致 冰点 实际 降低 值 稍 大 于 6 上 ， 但 也 不 能 完全 解释 它 能 在 - 25Y 低温 环境 下 免 于 
冰冻 伤害 的 原因 。 昆 虫 对 冷冻 敏感 性 呈 季 节 性 变化 ， 秋 季 到 来 ， 变 得 对 冰冻 不 敏感 ， 此 时 表 
皮 细 胞 有 AFPs 产生 。 例 如 昆虫 AFPs 抗体 免疫 荧光 标记 显示 ， 冬 天 到 来 时 ， 表 皮 细 胞 内 和 细 
胞 膜 表 面 上 均 有 大 量 AFP, XE AFPs 可 能 与 敏感 性 有 关 。 降 低 过 冷 点 可 能 是 昆虫 防冻 作 
用 的 原因 ， 降 低 过 冷 点 可 能 通过 以 下 三 种 方式 达到 : 1) RARER, MST, Fl 
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FA 1.8~5.4 mol/L 多 元 醇 ， 可 增加 过 冷 点 10C ; 2) 在 激素 控制 下 完全 去 除 脂 蛋白 冰 核 剂 可 
使 过 冷 点 降 至 一 20 一 -40C ， 但 完全 去 除 冰 核 剂 并 不 容易 实现 。 在 昆虫 U. impresa 中 ， 高 
浓度 的 多 元 醇和 AFPs 降低 冰点 到 一 15 人 CC ， 在 冬天 过 冷 温 度 只 增加 6C, MRAZ- 210, 
说 明 这 仅 是 去 除 部 分 冰 核 剂 :51; 3) 掩饰 冰 核 剂 (masking of ice nucleators)， 过 冷 和 AFPs ft 
谢 有 时 间 上 的 对 应 性 ， 例 如 昆虫 Meracantha contracta， 在 二 月 份 当地 气温 最 低 时 ， 体 液 过 冷 
点 最 低 ，AFPs 积累 量 也 最 大 ; 随 着 气温 回升 ， 过 冷 点 也 增高 ，AFPs 积累 减少 2 HD. 
canadensis AFPs 能 使 冰 核 剂 吸收 光谱 向 低温 方向 移动 表明 它 能 够 掩饰 特定 蛋白 质 的 成 冰 核 活 
性 ， 但 对 某 些 成 冰 核 蛋白 无 效果 ， 所 以 AFPs 和 过 冷 的 关系 需要 进一步 的 研究 。 
3.2 AFPs 在 耐 冻 性 昆虫 中 的 作用 

大 多 数 昆 虫 具有 免 冻 性 ， 少 量 昆 贝 ， 例 如 有 些 D. canadensis (不 同 的 地 区 和 时 期 的 这 种 
昆虫 抗 冻 方式 不 一 样 ， 比 如 上 面 提 到 的 D. candadensis 具有 和 免 冻 性 ， 这 大 概 是 生物 适应 相应 
的 环境 的 一 种 调节 特点 ) FIL. forficatus 有 了 耐 冻 性 [51。 D. canadensis 的 血 淋 巴 中 产生 冰 核 
和 蛋白， 温度 降低 时 这 些 冰 核 蛋 白 诱导 冰晶 在 细胞 外 形成 ， 使 细胞 内 水 分 部 分 减少 ， 原 生 质 浓 
度 提 高 ， 在 一 定 程度 上 避免 致死 性 的 细胞 内 结 冰 。 低 温 冷 冻 速 率 是 冻伤 产生 的 关键 因素 … ， 
AFPs 和 冰 核 剂 适当 的 结合 ， 控 制 过 冷水 平和 冰晶 的 生长 速度 ， 从 而 最 大 限度 减少 低温 损伤 。 
AFPs 还 抑制 冰晶 的 重 晶 化 ， 在 耐 冻 昆虫 中 ，AFPs 的 功能 可 能 就 在 于 重 晶 化 的 抑制 作用 。 由 
于 重唱 化 的 抑制 作用 比 冰晶 生长 的 抑制 作用 更 容易 达到 ， 即 只 需 少 量 AFPs (20ug/mL), BÈ 
有 较 高 的 重唱 化 抑制 活性 '， 这 对 耐 冻 昆虫 ， 以 至 某 些 植物 是 至 关 重 要 的 [1H。AFPs 还 可 以 
抑制 玻璃 化 损伤 ， 也 许 通过 阻 断 Ca 和 K* 离子 通道 达到 对 细胞 膜 的 保护 作用 .2 。AFPs 这 
些 功能 有 可 能 在 低温 保护 系统 中 有 很 好 的 应 用 前 景 。 
3.3 AFPs 与 昆虫 体内 水 分 平衡 

AFPs 热 灌 效应 的 发 现 源 于 Ramsay 研究 T. molitor 幼虫 隐 肾 直肠 水 分 重新 吸收 机 制 ， 
因而 AFPs 与 水 分 平衡 之 间 的 关系 引起 人 们 的 重视 ':。 一 些 实验 结果 似乎 表明 AFPs 和 水 分 平 
WARK, FMT. molitor 血 淋 巴 ， 中 肠 和 肠 周 围 空间 均 有 THA， 这 些 部 位 集中 了 大 部 分 的 
体液 ， 低 相对 湿度 比 高 相对 湿度 更 能 诱导 T. molitor 幼虫 产生 THA， 类 似 于 抗 干 旱 蛋 白 的 
保水 机 制 ，AFP 的 合成 可 能 增强 细胞 或 体液 的 保水 能 力 。 从 这 个 角度 来 看 ， 一 些 昆虫 在 夏季 
体内 也 存在 较 低 THA 就 可 以 理解 。AFPs 和 昆虫 水 分 平衡 的 关系 尚 需要 更 直接 的 证 据 。 


4 AFPs 合成 的 调节 


FAD. canadensis 幼虫 血 淋 巴 中 THA 随 季节 而 变化 ， 与 当地 气温 变化 一 致 ， 在 十 二 月 
到 二 月 (气温 最 低 时 期 ) 最 高 :3.。 如 果 THA 能 够 直接 反映 AFPs 量 的 变化 ， 那 么 就 可 以 推 
Wr D. canadensis 体内 的 AFPs 产生 有 同样 的 变化 规律 。 由 于 一 些 昆 虫 内 源 AFPs 活化 蛋 日 的 
存在 增加 了 这 个 结论 的 可 疑 性 。 无 论 如 何 ，THA 是 AFPs 主要 的 基本 性 质 ， 没 有 彻底 弄 清 昆 
虫 AFPs 活化 重 日 特性 之 前 ， 对 于 AFPs 合成 的 判定 还 是 以 THA 增加 为 主 。 低 温 ， 短 日 照 ， 
低 的 相对 湿度 是 随 冬季 到 来 而 出 现 的 三 个 气候 特征 ， 它 们 能 够 刺激 AFPs POE?) A 
照 通过 慰 夜 节律 先 给 昆虫 信号 ， 昆 虫 体内 进行 一 系列 生理 活动 ， 包 括 AFPs 的 合成 ， 准 备 适 
应 即将 到 来 的 低温 环境 90151614。 气 温 降 低 和 相对 湿度 降低 以 及 其 它 因 子 会 加 强 刺激 AFPs 合成 
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和 其 它 生理 变化 。 

对 一 些 昆 虫 AFPs 研究 表明 ， 激 素 也 参加 调节 AFPs 的 合成 过 程 。 例 如 ， 激 脂 激素 
(adipokinetic hormone, AKH) 和 保 幼 激素 (juvenile hormone, JH)07'181]， 用 AKH 处 理 甲虫 
Ceruchus piceus， 增 加 冰 核 剂 活 性 ， 提 高 冰 核 剂 (如 脂 和 蛋白 冰 核 体 ) 水 平 ， 相 反 用 JH 处 理 ， 
降低 了 冰 核 剂 的 活性 和 过 冷 点 (1 X} D. canadensis AT. molitor 的 幼虫 局 部 使 用 JH， 明 
显 增 加 了 血 淋 巴 的 AFPs 水 平 ， 相 应 地 增加 了 THAL1821。 短 日 照 和 低温 等 环境 因子 能 使 幼虫 
MIKE JH 水 平 提 高 。 目 前 认为 昆虫 AFPs 合成 的 调节 过 程 是 气候 因子 (低温 ， 短 日 照 ， 低 
的 相对 湿度 ) 正 向 作用 于 中 枢 神 经 系统 ， 导 致 内 分 刻 激 素 (AKH Al JH) 增加 ， 促 使 在 脂 
肪 体 合成 AFP, 

目前 对 于 昆虫 抗 冻 的 作用 机 理 尽 管 已 有 上 述 的 了 解 ， 但 还 还 还 没有 完全 清楚 ， 很 有 必要 
对 昆虫 抗 冻 和 蛋白 的 结构 功能 ， 抗 冻 机 理 作 进一步 的 深入 研究 ; 同时 正 由 于 昆虫 抗 冻 蛋 日 的 活 
性 很 高 ， 对 于 分 离 其 基因 进行 转基因 动 植物 和 蛋白质 工程 的 研究 可 能 具有 重要 的 理论 与 实践 
意义 。 
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Advances in insect antifreeze protein research 


FEI Yun-biao, JIANG Yong, ZHAO Shu-hui 
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Abstract: Therm hysteresis found at first in insects, is one of the basic characteristics of antifreeze pro- 
teins (AFPs). Comparing with fish and plant AFPs, the insect AFPs has higher therm hysteresis activity 
and unique chemical structure features. It plays an important role in the physiological antifreeze course of 
insects, as follows: 1) inhibiting the growth of ice crystals; 2) increasing freeze-tolerance; 3) possibly 
contributing to water balance of insects. Photoperiod, temperature and humidity are the external factors 
that regulate the metabolism of AFPs; and the changes of hormone in the body may be the direct internal 
causes that control the AFPs’ synthesis in the fat body. 
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